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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar a interferência dos métodos de bioensaios nos resultados de
seleção de fungos entomopatogênicos, com a utilização de quatro isolados de Beauveria bassiana e adultos de
Alphitobius diaperinus. Quanto à forma de inoculação, foram testados os seguintes métodos: imersão do inseto
em suspensão de conídios; pulverização da suspensão sobre insetos; e tratamento de superfície com a suspen-
são em oito concentrações. Para avaliar a interferência do tempo de imersão sobre a mortalidade, os insetos
foram colocados em suspensão de conídios por 1, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 segundos. Conídios produzidos em arroz,
insetos e meio sintético foram utilizados para avaliar a influência do substrato na virulência dos isolados.
Os isolados UNIOESTE 4 e CG 152 foram os mais virulentos pelos métodos imersão e pulverização, respectiva-
mente; em tratamento de superfície, a mortalidade foi baixa para todos os isolados. Observou-se que a mortali-
dade dos insetos é proporcional ao tempo em que ficam imersos, com tendência a se estabilizar após 40 segun-
dos. Os isolados CG 71 e CG 152, produzidos sobre insetos, foram menos virulentos. Os métodos utilizados
podem influenciar os resultados de bioensaios de seleção de fungos para o controle de insetos.
Termos para indexação: Beauveria bassiana, Alphitobius diaperinus, controle biológico, cascudinho, aviário,
inoculação.
Interference of bioassay methods on the results of entomopathogenic
fungi selection for insect control
Abstract – The objective of this work was to evaluate the interference of bioassay methods on the
entomopathogenic fungi selection, using four Beauveria bassiana isolates and Alphitobius diaperinus adults.
Regarding the inoculation form on insect mortality, the following methods were tested: insects immersion in a
conidia suspension; spraying of a suspension over the insects; and surface treatment with eight concentrations.
In order to evaluate the interference of immersion time on mortality, insects were immersed in a fungal suspension
for 1, 10, 20, 30, 40, 50, and 60 seconds. Conidia produced on rice, insects, and synthetic medium were used to
evaluate the influence of substrate on the virulence of the isolates. UNIOESTE 4 isolate and CG 152 were the
most virulents for the methods immersion and spray, respectively; however, mortality was low in all isolates for
the surface treatment. Mortality was proportional to the time during which insects stayed immersed, with  a
tendency to become stable after 40 seconds. Conidia from isolates CG 71 and CG 152 produced on insects were
less virulent. The methods may influence bioassay results in the fungi selection for insects control.
Index terms: Beauveria bassiana, Alphitobius diaperinus, biologic control, lesser mealworm, poultry houses.
Introdução
A necessidade de reduzir os impactos ambientais, cau-
sados pelo uso excessivo de agrotóxicos, tem motivado
estudos de formas alternativas para controle de pragas,
entre elas, a utilização de fungos entomopatogênicos.
Algumas espécies, como Beauveria bassiana (Bals.) e
Metarhizium anisopliae (Metsch.) apresentam amplo
espectro de hospedeiros e alta variabilidade genética (Alves,
1998) por isso é fundamental realizar bioensaios para sele-
cionar isolados mais virulentos à praga-alvo.
Além da patogenicidade e virulência, outras caracte-
rísticas, como a resistência a condições ambientais ad-
versas, crescimento vegetativo, produção de conídios in
vitro, capacidade de disseminação de conídios e com-
patibilidade com insumos agropecuários, são desejáveis
na seleção de um agente de controle microbiano
(Charnley, 1997; Alves, 1998).
Em várias linhas de pesquisa, existem protocolos de
métodos a serem seguidos, que possibilitam compara-
ções entre os resultados obtidos em diferentes
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trabalhos. No entanto, quando utilizam fungos
entomopatogênicos, os pesquisadores desenvolvem
métodos de bioensaio e, ao comparar os resultados ob-
tidos com os presentes na literatura, na maioria das ve-
zes, não levam em consideração o procedimento
metodológico utilizado.
Entre os fatores que variam nos testes para avaliar a
ação dos fungos em insetos, estão: o modo de inoculação;
o número de insetos utilizados; a viabilidade do patógeno;
as concentrações de conídios; o período e modo de ava-
liação; e a mortalidade considerada (total, confirmada e
corrigida). Essas variações podem influenciar os resul-
tados obtidos, portanto as condições de bioensaios de-
vem estar o mais próximo possível daquelas em que o
patógeno será aplicado, assim o experimento possibili-
tará melhor previsão do que ocorrerá em condições de
campo.
Os fungos infectam os insetos, preferencialmente, pela
superfície do tegumento (Boucias & Pendland, 1998).
Por isso, os métodos de inoculação mais utilizados são:
pulverização sobre o inseto (Neves & Hirose, 2005;
Rohde et al., 2006), imersão do inseto na suspensão
(Loureiro & Monteiro, 2005); e tratamento da superfí-
cie com a suspensão de conídios (Batista Filho et al.,
1992).
Variações também podem ocorrer dentro de um mes-
mo método de inoculação, como o de imersão, em que
Alves et al. (1985) imergiram larvas de Diatraea
saccharalis (Fabr.) por 4 segundos e González García
et al. (1993) imergiram Hypothenemus hampei (Ferrari)
por 2 minutos.
A concentração da suspensão do fungo deve ser pre-
parada com base no número de conídios viáveis, para
isso é necessária a realização prévia de testes de viabi-
lidade. Além disso, recomenda-se reativar a capacida-
de infectiva dos isolados, por meio da inoculação em
insetos (Velez et al., 1997), e utilizar conídios de mesma
repicagem, pois alguns autores afirmam que, após vári-
os repiques em meio artificial, a capacidade infectiva
dos conídios tende a diminuir (Ferron et al., 1972, cita-
dos por Ignoffo et al., 1982).
Outro aspecto importante na seleção de isolados é a
determinação do período de avaliação, a qual deve se
basear na ação do fungo para a praga-alvo, e nos obje-
tivos a serem alcançados, isto é, maior mortalidade em
curto período de tempo ou maior mortalidade em perío-
dos mais prolongados.
Este trabalho teve como objetivo estudar a
interferência dos métodos de bioensaios nos resultados
obtidos em experimentos que avaliam a ação de fungos
entomopatogênicos aos insetos, na seleção dos isolados
mais virulentos, tendo como modelo o fungo Beauveria
bassiana e o inseto Alphitobius diaperinus.
Material e Métodos
Utilizaram-se os seguintes isolados dos fungos
Beauveria bassiana: CG 71, CG 152, UNIOESTE 4 e
UNIOESTE 40, que se mostraram virulentos aos adultos
de Alphitobius diaperinus em testes preliminares.
Os isolados se encontram armazenados no Banco de
Entomopatógenos, do Laboratório de Controle
Microbiano de Insetos, da Universidade Estadual de
Londrina, PR. Para recuperar a capacidade infectiva,
os conídios foram inoculados em adultos de
A. diaperinus, posteriormente reisolados dos insetos, e
multiplicados por duas vezes em placas de Petri com
meio BDA. As placas foram mantidas em câmara
climatizada (25±1ºC e fotoperíodo de 12 horas) por 10 dias.
Foram utilizados, em todos os experimentos, conídios de
segunda repicagem com viabilidade acima de 95%.
Os insetos utilizados no experimento foram adultos
da espécie A. diaperinus, em razão da facilidade de
serem encontrados em grandes quantidades. No dia
anterior à montagem dos experimentos, os insetos foram
coletados em aviário comercial, localizado no Município
de Londrina. Em laboratório, foram separados da
“cama”, alimentados com ração para aves e mantidos
em condição ambiente.
Para avaliar a interferência do modo de inoculação
do fungo sobre o inseto, foram testados os métodos de
imersão, pulverização e tratamento de superfície. Para
estimar a concentração letal (CL50), em cada método,
foram utilizadas oito concentrações de conídios e uma
testemunha que continha apenas solução aquosa de
Tween 20 a 0,02% (v/v) esterilizada. A definição das
concentrações a serem utilizadas foi feita com base em
pré-testes, a fim de se determinar uma concentração
que matasse cerca de 10%, e outra que matasse 90%
da população, com as outras concentrações utilizadas
distribuídas entre esses extremos (Robertson et al.,
1984).
Para o método de imersão, os conídios foram adicio-
nados à solução aquosa de Tween 20 a 0,02% (v/v) es-
terilizada e as suspensões foram padronizadas nas con-
centrações de 5×104, 1×105, 5×105, 1×106, 5×106, 1×107,
5×107 e 1×108 conídios mL-1; a testemunha continha
apenas o veículo da suspensão. Grupos de 50 insetos
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foram imersos em 5 mL de cada suspensão, por
30 segundos.
Na pulverização de conídios sobre o inseto, as con-
centrações das suspensões utilizadas foram de 5×105,
1×106, 5×106, 1×107, 5×107, 1×108, 5×108 e
1×109 conídios mL-1 e testemunha. Com um pulveriza-
dor (Airbrush acoplado a um compressor/aspirador
Fanen-Diapump), 0,5 mL da suspensão foi pulverizado
sobre 50 insetos acondicionados em placas de Petri, onde
permaneceram durante todo o período de avaliação.
No tratamento de superfície, pelo fato de não ter sido
possível, em razão da baixa mortalidade observada nos
pré-testes, estabelecer uma concentração que matasse
cerca de 90% dos insetos, optou-se por utilizar as mes-
mas concentrações do método de pulverização e uma
testemunha. Foi pulverizado, uniformemente, sobre pla-
cas de Petri (9 cm de diâmetro), 0,5 mL das suspen-
sões, e as placas foram mantidas semi-abertas, à tem-
peratura ambiente, por cerca de 30 min para secagem
completa. Grupos de 50 insetos foram colocados nas
placas, onde permaneceram durante o período de avali-
ação.
Com o objetivo de se verificar a influência do tempo
de imersão dos insetos em suspensão do fungo, grupos
de 50 insetos foram colocados em 5 mL de uma sus-
pensão com 8×105 conídios mL-1 do isolado
UNIOESTE 4 (CL50 estimada para o método de
imersão), por 1, 10, 20, 30, 50 e 60 segundos e, em se-
guida, acondicionados em placa de Petri (9 cm de
diâmetro).
Para observar a influência do substrato de produção
dos conídios sobre a virulência do fungo, utilizaram-se
os isolados CG 71, CG 152, UNIOESTE 4 e
UNIOESTE 40, produzidos em meio sintético para ge-
ração de esporos de Beauveria spp. (Alves et al., 1998),
arroz pré-cozido e o próprio inseto. Os conídios foram
repicados em placas de Petri, com meio sintético para
produção de esporos de Beauveria spp., e foram man-
tidos em câmara climatizada (25±1ºC e fotoperíodo de
12 horas) por 10 dias. Em arroz, os conídios foram pro-
duzidos conforme Leite et al. (2003) e acondicionados
sob as mesmas condições já mencionadas. Para obten-
ção dos conídios produzidos sobre os insetos, estes fo-
ram pulverizados com suspensão de conídios e, após
sua morte, foram acondicionados em câmara úmida
(25±1ºC e fotoperíodo de 12 horas) por 10 dias.
Para preparar as suspensões, os conídios foram reti-
rados do meio sintético com o auxílio de uma espátula; o
arroz e os insetos foram colocados em solução aquosa
de Tween 20 a 0,02% (v/v) esterilizada, e foram agita-
dos para desprendimento dos conídios. As suspensões
foram padronizadas na concentração de
8×105 conídios mL-1 (CL50 do isolado UNIOESTE 4
para o método de imersão), e os insetos pelo método de
imersão descrito no primeiro experimento.
Em todos os experimentos, os insetos foram acondi-
cionados em placas de Petri (9 cm diâmetro), mantidos
em câmara climatizada (25±1ºC e fotoperíodo de
12 horas) e alimentados com ração esterilizada para
aves. As avaliações foram realizadas diariamente, por
10 dias. Os insetos mortos foram lavados em solução
de hipoclorito de sódio (1%) e acondicionados em câ-
mara úmida (25±1ºC e fotoperíodo de 12 horas), para
produção de conídios sobre o corpo e confirmação da
mortalidade.
Durante a realização dos bioensaios, foram observa-
dos e descritos os sintomas de infecção do fungo nos
insetos.
O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repetições de 50 insetos para
cada tratamento, número recomendado por Robertson
et al. (1984). Somente no estudo da influência do tempo
de imersão foram utilizadas seis repetições com o mes-
mo número de insetos. Os dados de mortalidade foram
corrigidos em relação à testemunha, pela fórmula de
Shneider e Orelli (Nakano et al., 1981). Na comparação
entre métodos de inoculação, as estimativas das con-
centrações letais foram determinadas por Probit, pelo
programa PoloPlus 1.0 (LeOra Software, 2003). Utili-
zou-se o teste qui-quadrado (χ2), a 5% de probabilida-
de, para determinar a adequação dos dados ao modelo
de Probit (Haddad, 1998). Nos demais testes, os dados
foram submetidos à análise de variância, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de proba-
bilidade.
Resultados e Discussão
Ao se compararem os dados de mortalidade, confir-
mada e corrigida de A. diaperinus, provocada pelos
diferentes isolados em cada método de inoculação, ve-
rificou-se que o método pode influenciar a seleção de
isolados. O isolado UNIOESTE 4 foi o mais virulento
para imersão, e, com exceção da concentração mais
baixa (5×105 conídios mL-1), o CG 152 foi o mais viru-
lento para pulverização (Tabelas 1 e 2). No tratamento
de superfície, a mortalidade confirmada corrigida foi
baixa para todos os isolados, que não diferiram estatisti-
camente entre si (Tabela 1).
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O método de imersão causou a maior mortalidade
confirmada corrigida mas não diferiu, em algumas con-
centrações, do método de pulverização para os isolados
CG 152 e UNIOESTE 40. Em tratamento de superfí-
cie, mesmo tendo-se utilizado as mesmas concentrações
de conídios e quantidade de suspensão do método de
pulverização, a mortalidade foi sempre inferior
(Tabela 1). Essa diferença na mortalidade pode ser con-
seqüência do número de conídios que efetivamente en-
traram em contato com o inseto, que no tratamento de
superfície é, provavelmente, inferior, por ficarem os
conídios restritos a algumas regiões do corpo, como per-
nas e parte ventral. Em pulverização e imersão, um maior
número de conídios entra em contato com o corpo intei-
ro do inseto, com possibilidade de germinação e pene-
tração, o que aumenta a mortalidade e diminui a CL50.
Ao comparar diferentes métodos de inoculação de
B. bassiana em H. hampei, Fernandes et al. (1985)
Tabela 1. Mortalidade confirmada e corrigida (%) de adultos de Alphitobius diaperinus, 10 dias após a inoculação, por diferen-
tes isolados de Beauveria bassiana em conseqüência dos métodos de inoculação e concentrações(1).
(1)Médias (±erro-padrão) seguidas por letras iguais, maiúsculas na linha e minúsculas na coluna, em uma mesma concentração, não diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Tabela 2. Concentração letal cinqüenta (CL50) de diferentes isolados de Beauveria bassiana, para adultos de Alphitobius
diaperinus, por diferentes métodos de inoculação, 10 dias após a inoculação.
*Não-significativo pelo teste do qui-quadrado, a 5% de probabilidade.
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observaram que a mortalidade confirmada foi maior
quando os insetos foram colocados sobre folhas e grãos
de café previamente tratados com suspensão de conídios,
com 85 e 92% respectivamente, e baixa mortalidade na
testemunha (16 e 6%, respectivamente). Quando os in-
setos foram imersos em suspensão de conídios a morta-
lidade confirmada foi de 52%, a mortalidade total foi de
100% e, na testemunha, foi de 66%. Esses dados mos-
tram que, provavelmente, a alta mortalidade total obser-
vada no método de imersão não foi provocada pelo fun-
go, mas sim pelo método utilizado. Esses resultados con-
firmam que o modo de inoculação influencia nos resul-
tados obtidos em bioensaios.
Ao estudar o efeito do modo de exposição de
Leptinotarsa decemlineata (Say) ao fungo
B. bassiana, Fernandez et al. (2001) verificaram que
para larvas pulverizadas com suspensão de conídios a
mortalidade foi de 76%, e quando as larvas foram colo-
cadas em folhas pulverizadas com B. bassiana a mor-
talidade foi de 34%, o que também corrobora os dados
obtidos neste trabalho.
O conhecimento da concentração letal conduz a con-
clusões a respeito da potência dos patógenos, da sensi-
bilidade dos insetos à doença e até mesmo sobre previ-
sões de controle de pragas, por meio dos inseticidas
microbianos (Haddad, 1998). Pelo método de imersão,
a menor CL50 foi do isolado UNIOESTE 4 e, pela pul-
verização, a menor CL50 foi a do isolado CG 152, o que
evidencia a interferência do método de inoculação na
seleção de isolados mais virulentos. Pela análise de
Probit, não foi possível estimar as CL50 para tratamento
de superfície, em razão da baixa mortalidade (Tabela 2).
Analisando-se a distribuição de mortalidade de
adultos de A. diaperinus pelos isolados de B. bassiana,
foi possível verificar que, de modo geral, os insetos
começaram a morrer a partir do segundo e terceiro dias
após o contato com o inóculo. Os picos de mortalidade
ocorreram entre o quarto, quinto e sexto dias, com ten-
dência a se estabilizar a partir do sétimo e oitavo dias.
Entretanto, para o isolado UNIOESTE 40, a mortalida-
de confirmada foi praticamente nula até o sexto dia após
a inoculação, o que mostra um comportamento diferen-
ciado (Figura 1).
Essa distribuição da mortalidade no decorrer do tem-
po pode variar conforme a espécie estudada, como no
Figura 1. Mortalidade confirmada corrigida acumulada no decorrer do tempo de adultos de Alphitobius diaperinus por isola-
dos de Beauveria bassiana, em diferentes métodos de inoculação e concentrações. * e **Concentração de 1×106 e
1×108 conídios mL-1, respectivamente.
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trabalho de Andalo et al. (2004), que observaram que
para a cochonilha Dysmicoccus texensis (Tinsley), o
início da mortalidade por B. bassiana ocorreu no sexto
dia e estabilizou-se no décimo. Os autores explicaram
que a presença de uma secreção pulverulenta sobre o
inseto pode ter dificultado a penetração do fungo, o que
retardou a mortalidade. Para Atta sexdens sexdens
(Linnaeus), a mortalidade por B. bassiana ocorreu a
partir do segundo dia e cessou ao sétimo dia após a
inoculação (Loureiro & Monteiro, 2005).
Com base nos resultados obtidos neste trabalho, veri-
fica-se a necessidade da realização de um pré-teste que
observe os períodos de início e término da mortalidade
para o inseto e patógeno em estudo, afim de que não se
subestime o potencial de controle para pragas que apre-
sentam mortalidade mais tardia. Além disso, a distribui-
ção da mortalidade, no decorrer do tempo, é um impor-
tante fator a ser considerado durante a seleção de isola-
dos, tendo-se sempre como base os objetivos a serem
atingidos. Por exemplo, para pragas que são vetores de
doenças ou que causam danos severos em curto perío-
do de tempo, é necessário selecionar patógenos que pro-
voquem alta mortalidade em menor período. Para pra-
gas menos agressivas ou para culturas que suportem
maiores danos, pode-se optar por um isolado que, além
de virulento, seja mais persistente às condições adver-
sas do ambiente e provoque mortalidade por períodos
mais prolongados.
Ao se compararem os diferentes tempos de imersão,
observou-se que a mortalidade confirmada aumentou
em proporção direta ao tempo de imersão, com tendên-
cia a se estabilizar após 40 segundos (Tabela 3).
A exposição de insetos por meio do método de imersão
é normalmente utilizada em testes laboratoriais, no en-
tanto, não existe um padrão quanto ao tempo em que os
insetos ficam imersos, com grande variação, como por
exemplo, 4 segundos para D. saccharalis (Alves et al.,
1985) e até 2 minutos para H. hampei (González García
et al., 1993). Desta maneira, considerando-se que o tem-
po de imersão influencia na mortalidade, existe a neces-
sidade de se determinar previamente o tempo em que
os insetos ficam imersos, e optar por menores períodos,
afim de não se superestimar o potencial do patógeno, já
que existe tendência de diminuição da CL50 à medida
que é aumentado o tempo de imersão.
Observou-se a influência do substrato de produção
de conídios sobre a virulência do fungo e verificou-se
que conídios dos isolados CG 71 e CG 152, produzidos
em insetos, foram menos virulentos que os produzidos
em arroz e meio sintético (Tabela 4). Por meio da aná-
lise dos demais resultados, não foi possível estabelecer
qual o melhor substrato, pois cada isolado se comportou
de maneira distinta, possivelmente em razão da variabi-
lidade genética entre eles, o que pode ter proporcionado
um melhor ou pior aproveitamento dos nutrientes em
determinado meio, provocando, assim, diferenças na vi-
rulência para os conídios produzidos em diferentes
substratos. Entretanto, este estudo mostra que existe
diferença na virulência entre conídios produzidos em
diferentes meios, por isso, é importante utilizar, nos tes-
tes de seleção, o mesmo meio de cultura que será utili-
zado para produzir o fungo em larga escala para sua
aplicação em campo. Hallsworth & Magan (1994, 1995),
citados por Burges (1998), observaram que a redução
de glicerol, eritritol ou trialose produziram conídios de
M. anisopliae, B. bassiana e Paecilomyces farinosus
(Wise) Brown & Smith mais virulentos, o que confirma
a relação existente entre o meio de produção e a viru-
lência.
Nas observações realizadas durante os experimen-
tos, foi possível detectar os principais sintomas de in-
fecção causados pelo fungo B. bassiana aos adultos
de A. diaperinus. Entre os sintomas, se observou a di-
minuição na movimentação dos insetos infectados, em
comparação aos insetos sadios. No dia antecedente à
morte, os insetos apresentaram-se com a face ventral
voltada para cima e as pernas afastadas do corpo, comTabela 3. Mortalidade confirmada e corrigida, em porcenta-
gem de adultos de Alphitobius diaperinus submetidos a di-
ferentes tempos de imersão em suspensão de conídios
(8×105 conídios mL-1) do isolado UNIOESTE 4 de Beauveria
bassiana, após 10 dias de avaliação(1).
(1)Médias (±erro-padrão) seguidas por letras iguais não diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Tabela 4. Mortalidade confirmada e corrigida, em porcenta-
gem de adultos de Alphitobius diaperinus, por diferentes
isolados de Beauveria bassiana (8×105 conídios mL-1), pro-
duzidos em diferentes substratos(1).
(1)Médias (±erro-padrão) seguidas por letras iguais, maiúsculas na colu-
na e minúsculas na linha, não diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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movimentos lentos quando tocados. Ao morrerem, apre-
sentaram aspecto rígido e seco, pernas afastadas do corpo
e o tegumento com coloração mais clara, quando com-
parado a insetos saudáveis. A exteriorização do patógeno
sobre o corpo do inseto iniciou-se pelas suturas, dois
dias após o acondicionamento em câmara úmida, e
entre o 4o e 5o dias o corpo do inseto estava recoberto,
quase totalmente, pelo fungo.
Conclusões
1. Os métodos utilizados nos bioensaios interferem nos
resultados da seleção de isolados de fungos
entomopatogênicos.
2. O tempo de imersão na suspensão de conídios de
Beauveria bassiana aumenta a mortalidade confirma-
da de Alphitobius diaperinus, de forma diretamente
proporcional, com estabilização após 40 segundos.
3. O período ideal para avaliação dos bioensaios de
seleção de isolados de B. bassiana, para adultos de
A. diaperinus, é de 10 dias.
4. O substrato utilizado para a produção do fungo in-
terfere na virulência do patógeno.
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